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EP 0 317 001 

Wahrend der letzten Jahra sind Metallteilchen kleiner GroBe, insbeson- 
dere kolloidale Goldteilchen, in zunehmendem MaBe fur den Nachweis 
und/oder die quantitative Bestimnung spezifischer Bindungsmittel 
und/ oder von den diesen entsprechenden , bindungsfahigen Substanzen 
verwendet worden. Gewohnlich sind solche bindungsfahigen Substanzen 
biologischen Ursprungs , und ihre Bestimnung mittels Markierens mit einem 
Metal 1 hat sich auf verschiedenen Gebieten der Biochemie, Pharmakologie , 
Zytologie und Histologie als niitzlich erwiesen. Die betreffenden 
Techniken haben weitverbreitete Anwendung gefunden, und sie sind fur 
diagnostische Zwecke besonders attraktiv. 

Im Prinzip beruht der Gebrauch kolloidaler Metallteilchen als Marker auf 
der Tatsache, da£ das spezifische Bindungsmittel, Oder irgendeine 
Substanz, die von demselben gebunden we r den kann, wenn es bzw. sie un ter 
den richtigen Bedingungen mit den kolloidalen Metallteilchen in Beruh- 
rung gebracht wird, sich stark da ran absorbiert, ohne seine (ihre) 
Af find tat fur sein (ihr) Bindungsgegenstiick bzw. bindungsf ahiges 
Gegenstuck zu verlieren. In den meisten" Fallen wird die Beziehung 
zwischen einem spezif ischen Bindungsmittel und der diesem entsprechen- 
den, bindungsfahigen Substanz bzw. den diesem entsprechenden, bindungs- 
fahigen Substanzen von dan Typus Antigen-Antikorper , Antxkorper-Antigen , 
Protein-Protein , Fro tein-Ligand , Rezeptor-Ligand oder Nukleinsaure- 
-kcrnplarentare Nukleinsaure sein. Daher werden die so markierten, 
spezif ischen Bindungsmittel oder die so markierte, spezifische, 
bindungsf ahige Substanz, wenn sie mit ihren jeweiligen Gegens tucken in 
Wechselwirkung treten gelassen werden bzw. wird, ihren Marker an dan 
wahrend der Wechselwirkung gebildeten Kemp lex befestigen, und demzufolge 
kann der Nachweis dieses Kctnplexes leicht unter Ausnutzung der 
Eigenschaften der kolloidalen Metallteilchen durchgefuhrt werden. 

In Abhangigkeit von den jeweiligen linstanden konnen die kolloidalen 
Metallteilchen z.B. durch direkte visuelle Priifung, durch nuJcroskopische 
Techniken oder durch spektralphotcmetrische Techniken nachgewiesen 
werden. Eine Beschreibung der "Imnunogold Staining (IGS) Technique" und 
der "Sol Particle Imnuno Assay (SPIA) Technique", von spezif ischen 
Anwendungsgebieten und Verbesserungen hie von findet sich z.B. in den 
US-PS'en Nrn. 4 313 734, 4 446 238, 4 420 558, 4 775 636 und 4 752 567, 
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sowie in der IBRO-Handbuchreihe , Wiley, New York, 1983, Seiten 347 bis 
372- 

Bisher sind Marker aus kolloidalan Metal 1 mit einer breitgestreuten 
Vielfalt von TeilchengroBen hergestellt worden. Typische Beispiele sind 
in "Techniques in Immunocheinistry", Bd. 2 (1983) , und in don "Journal of 
Histochemistry and Cytochemistry", 35, 1191-1198 (1987), sowie in den 
dort angefuhrten Literaturstellen beschrieben. Gewohnlich werden die 
Marker aus kolloidalern Metal 1 in einem GroSenbereich zwischen 5 und 20 
nm aufgebracht, doch sind einige Marker mit kleiner TeilchengroBe des 
kolloidalen Metalles von etwa 2,6 nm in Histochemistry (1985), 
83 :409— 411, beschrieben worden. Nachweissysteme auf der Basis von 
Markern aus kolloidalern Me tall einer kleinen Tei lchengrofie weisen eine 
Anzahl von Vorteilen gegeniiber spezifischen Bindungsmitteln auf, die mit 
groBeren Metal lteilchen markiert sind. Im spezielleren ergeben sie eine 
hohere Markierungsdichte und bieten eine Zunahme in der Auf losung bei 
der Elektronenmikroskopie . Nachweissysteme auf der Basis dieser kleinen 
kolloidalen Metal lteilchen sind jedoch wegen ihrer Instabilitat und 
fehlenden Reproduzierbarkeit kaum untersucht worden. Ein Ziel der 
vorliegenden Erfindung liegt. daher in der Schaffung reproduzierbarer 
Nachweissysteme auf der Easis stabiler und biologisch vertraglicher, 
ultrakleiner Metallteilchen. 

Durch die vorliegende Erfindung wird ein Aggregat zum qualitativen oder 
quantitativen Bestirranen bindungsf ahiger Substanzen zur Verfiigung 
gestellt, welches ein kolloidales Metallteilchen und ein spezifisches 
Bindungsmittel fiir die gen arm te bindungs f ahige Substanz umfaBt, und 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB der mittlere Durchmesser der 
kolloidalen Metallteilchen in einen Bereich zwischen 2 und 0,8 nm fallt. 
Gemafl einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Aggregat 
zum Bestimmen bindungsf ahiger Substanzen geschaffen, welches ein 
kolloidales Metallteilchen und ein spezifisches Bindungsmittel fiir die 
genannte bindungsf ahige Substanz umfaBt, und welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB die GroBe des Metallteilchens so ausgewahlt ist, daB 
das Aggregat dadurch befahigt wird, in biologische Standardproben 
einzudringen . 

GemaB noch einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zum 
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Bestirmen einer bindungs f ahigen Substanz unter Verwendung des oben 
identifizierten Aggregates geschaffen. 

Das Aggregat der vor 1 iegenden Erfindung eignet sich besonders gut fur 
die Bestimnung iirrnunchemischer Kcrnponenten, wie z.B. von Haptenen, 
Antigenen und Antikorpern. 

Die kolloidalen Teilchen der vor 1 iegenden Erfindung sind entweder 
kolloidale Gold-, Silber-, Platin-, Palladium-, Thallium-, Kupfer- oder 
Nickelteilchen. Bevorzugte Beispiele von Teilchen umfassen Gold- f 
Silber- und P 1 a tintei 1 chen , wobei die Goldteilchen in hochstem MaSe 
bevorzugt. sind. Weiterhin konnen die Teilchen radioaktiv sein, namlich 
radioaktive Goldteilchen, radioaktive Silberteilehen und radioaktive 
Plat±nteilchen und dgl. mehr sein. 

Im allgoneinen basiert die Herstellung von ultrakleinen kolloidalen 
Metal 1 teilchen der vor 1 iegenden Erfindung auf der hcmogenen Reduktion 
einer geeigneten Menge eines entsprechenden Salzes, einer entsprechenden 
Saure oder eines entsprechenden Kcanplexes des erforderlichen Metal les 
mit einen starken Reduk tionsmi tte 1 bei niedriger Tenperatur, urn zu 
bewirken, daB das Salz, die Saure oder der Rcmplex unter Bildung 
ultrakleiner, kolloidaler Metal 1 teilchen reduziert wird, welche in einem 
Dispersionsmedium, . wie z .B. Wasser, geradkettigen Oder verzweigtke ttigen 
Alkoholen, die jeweils 1 bis 10 Kohlenstoffatcme aufweisen, z.B. Ethanol 
oder Methanol, mit Wasser vermischbaren Ethern, z.B. Dioxan oder 
Diethyl ether, und Gemischen hi even, dispergiert sind. Bevorzugte 
Metallsalze, -sauren oder -kcmplexe umfassen Kali\imtetrachlorplat±nat, 
Silbernitrat, Chlorgold (III) -saure und dgl. Salze, Sauren und Kcrnplexe 
oder deren radioaktive Isotopen. Ein wirksames Reduktionsmittel in dem 
Verfahren ist Phosphor, insbesondere weifier Phosphor, welcher in 
s tochiometri scher Menge oder in geringem UberschuB zugesetzt wird. 
Geeignete Bedingungen fiir dieses Verfahren umfassen einen pH-Wert 
zwischen etwa 2 und 11, eine Teinperatur zwischen 0 und 10°C, vorzugs- 
weise unter 4°C, und kraftiges Umriihren, welches zwischen 100 und 1000 
U/min variiert. Die Recuk tiens reak tion kann eine sofortige sein, oder 
sie kann so lange wie 10 min dauern, und sie wird durch das Auftreten 
einer spezifischen Farbe, wie z.B. Braun irn Falle des kolloidalen 
Goldes, angezeigt. . 
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Bei einer derzeit bevorzugten Ausfuhrungsform wird die horcxjene 
Reduktion bei einer Tempera tur zwischen 0 und 4°C durchgefuhrt , indem 
man: i) eine waBrige Losung eines entsprechenden Salzes, einer 
entsprechenden Saure oder eines entsprechenden Konplexes des erf order li- 
chen Metal les herstellt; ii) eine waBrige Phosphorsuspension durch 
Verraischen von Wasser mit einer entsprechenden Menge einer gesattigten 
Losung von Phosphor in einon niederen Alkanol, z .B. Ethanol, oder einon 
Ether, z.B. Diethylether, herstellt; iii) rasch eine der Losungen zu 
der anderen unter kraftigon Ruhren zur Bildung eines kolloidalen Sols 
zugibt; (iv) und, gewiinschtenf alls, die uberschussige Menge des 
Reduktionsmittels und/oder des niederen Alkanols oder Ethers von dem Sol 
bei einer niedrigen Tearperatur, vorzugsweise bei einer Tonperatur unter 
10°C, und gegebenenfalls unter reduziertean Druck, entfernt. 

Insbesondere konnen die ultrakleinen kolloidalen Goldteilchen durch 
Vermischen einer Volumenseinheit von 0,005 bis 0,01 %iger Tetrachlor- 
gold(III) -saurelosung und 1 Volumenseinheit einer waBrigen Suspension 
von weiBon Phosphor wahrend einer beschrankten Zeitspanne und bei einer 
Temperatur zwischen 0 und 4°C hergestellt werden. Die waBrige Suspension 
von weiBem Phosphor wird dabei durch Zugabe von 0,005 bis 0,0075 
Volumenseinheiten einer klaren und gesattigten Losung von weiBem 
Phosphor (4°C) in Ethanol zu annahernd 1 Volumenseinheit des tilliertesn 
Wasser hergestellt. AnschlieBend wird die uberschussige Menge des 
Reduktionsmittels gewiinschtenf al Is bei einer Tempera tur unter 10 °C und 
unter reduziertan Druck sowie nach Zugabe einer Basemenge, welche 
ausreicht, urn den restlichen Phosphor in Phosphin umzuwandeln, entfernt, 
wobei die restlichen Spuren des Reduktionsmittels durch Oxidation, durch 
Hindurchleiten von Luft durch das Sol, oder durch Zugabe eines Oxida- 
tionsmittels, wie z.B. Wasserstoffperoxid, entfernt werden konnen. 

Die Messung der Kolloide unter Verwendung eines Typus von Tranauissi- 
ons-Elektronenmikroskop des Modells Philips EM 420 zeigt, daB der mitt- 
lere Durchmesser der ultrakleinen kolloidalen Metal Iteilchen in don so 
hergestellten Sol des kolloidalen Metal les in einen Bereich zwischen 0,8 
und 2 nm, insbesondere zwischen 1 und 1,8 nm, fallt, und vorzugsweise 
unter 1,6 nm betxagt, und daB die GroBenverteilung einer Glockenkurve 
entspricht. Der Variationskoef f izient - ist dabei kleiner als 20 %, ge- 
wohnlich kleiner als 15 %, und er liegt insbesondere zwischen 12 % und 
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Es ist vorgesehen , daJ3 die so herges tell ten , kolloidalen Metal lteilchen 
einen kristallinen Kern haben und aus wenigstens drei Metallatcxnen 
bestehen. Es wird weiterhin angencxmien, riafi die bevorzugten kolloidalen 
Metal lteilchen zwischen 12 und 600 Metallatcmen enthalten. 

Das Binden der Metal lteilchen an spezifische Mittel oder an irgendwelche 
Mittel, die von dense 1 ben gebunden werden konnen, und die verschiedenen 
Methoden des direkten oder indirekten Verbindens derselben mit den 
gewunschten bindungsfahigen Substanzen, ist ahnlich wie bei den 
betreffenden auf dem Fachgebiet bekannten Verfahxen. Diesbeziiglich sei 
auf die US-PS* en Nrn. 4 313 734 und 4 775 636; auf Iirminohistochemistry, 
Cuello, A,C. (Esq.), IBRO-Handbuchreihe, Wiley, New York, 1983, Sei ten 
347 bis 372; auT Techniques in Intmjnocytochemistry, Bd. 2, Seiten 217 
bis 284 (1983); und auf Iimiunocheniistry , Wright, Bristol, 1986, Seiten 
115 bis 146, verwiesen. 

Beispielsweise wird das Binden an das spezifische Bindungsmittel leicht 
daduxch bewirkt, daB man die ultrakleinen Metallteilchen, vorzugsweise 
bei einer Temperatur zwischen 0 und 10°C, mit einem waBrigen Medium 
eines entsprechenden pH-Wertes in Bertihrrmg bringt, in welchem die 
gewunschten Bindungsmittel, z.B. Antikorper, gelost sind. Ein entspre- 
chender pH-Wert liegt: dabei zwischen 4,5 und 10. Urn die Teilchen vor 
nicht-selektiven Wechselwirkungen rait nicht-spezif ischen Proteinen der 
Testproben zu schutzen, mag es angemessen sein, Loschmittel oder 
Stabilisatoren, wie z.B. immunchCTiisch inerte polare Makrcrnolekule, wie 
z.B. Rinderserumalbumin (BSA) , Polyvinylpyrrolidon (PVP) und Polyethy- 
lenglykol (PEG), zuzugeben. Nach einer geeigneten Zeitspanne konnen die 
Aggregate konzentriert und nach auf don Fachgebiet bekannten Verfahrens- 
weisen, wie z.B- einer Vakuumdialyse, dialysiert werden. 

Die so hergestellten Aggregate sind relativ stabil und reproduzierbar, 
verg lichen mit den ungebundenen, ultrakleinen, kolloidalen Teilchen, 
insbesondere dann, v^nn die gewunschten Bindungsmittel , wie z.B. 
Antikorper und/oder deren Fragmente, unmittelbar nach Herstellung des 
Sols an die Kolloide gebunden werden. Diese Eigenschaften lassen sich 

r 

leicht duxch Messungen der TeilchengroBe mit Elektronenmikroskopie oder 
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durch das Fehlen von Veranderungen im Absorptions spektrum In dan 
sichtbaren Spektrum iiber einen Bereich zwischen 480 und 540 ran nach- 
weisen. 

Es ist uberraschenderweise gefunden worden, daB das mittlere Verhaltnis 
zwischen den kolloidalen Metal lteilchen und den Bindungsmitte In in den 
so hergestellten Aggregaten wenigstens 1 betragt, und insbesondere etwa 
2 betragt, welche Eigenschaft durch die statistische Analyse der 
Frequenz von Einzelteilchen gegenuber Mehrf achtei 1 chen von Aggregaten in 
Mikrobildern aus der Elektronenmikroskopie aufgezeigt worden ist. 

Ein weiterer Punkt, der im Vergleich zu den Nachweissystanen des Standes 
der Technik betont werden sollte, liegt in der Fahigkeit der vorliegen- 
den Aggregate , in biologische Standardproben , insbesondere in Kryo- 
schnitte und in chemisch fixierte, intakte Zellen einzudringen. Sonden 
auf der Basis von 3 nm-Teilchen Oder noch groBeren Teilchen dringen in 
biologische Standardproben nicht ein, ausgencrrmen nach einer 
ausgedehnten Behandlung der Praparate mit . Detergentien, bei we 1 chen 
Behandlungen die biologische Strukturkoharenz stark zerstort wird. 

Ein wichtiger Faktor, belcher das Eindringvermogen eines Aggregates 
mitbestirunt, ist der physikalische Durchmesser des von dem Metal 1- 
teilchen und dem Bindungsmittel gebildeten Aggregates. Der 
hydrodynamische Radius des kolloidalen Metallteilchens ' ist urn etwa 50 % 
groSer als der tatsachliche physikalische Durchmesser des festen 
Teilchens. Es ist bekannt, daB der hydrodynamische Radius nach Absorp- 
tion des spezifischen Bindungsmittel s kleiner ist, woraus sich ergibt, 
daB fur Aggregate mit Goldteilchen, die kleiner als 5 nm sind, der 
tatsachliche Radius weitgehend von dem Radius des eigentlichen Bindungs- 
mittels bestimmt wird. Dies bedeutet wiederum, daB das Eindringverrrogen 
eines 3 -5 nm-Aggregates" und eines "1 nm-Aggregates M sich nicht 
wesentlich voneinander unterscheiden soil ten. 

Im Gegensatz hierzu ist nunmehr gefunden worden, Iimiunglobulin 
(IgG) , welches an ein oder mehrere ultrakleine kolloidale Teilchen 
gekuppelt ist, tatsachlich in Kryoschnitte eindringt:, wahrend dies bei 
mit Protein A uberzogenen 4 nm-Goldteilchen nicht der Fall ist. 



Die Aggregate der vorliegenden Erfindung dringen nicht nur in Kryo- 
schnitte ein, sonde rn sie dringen auch in chemisch fixierte, intakte 
Zellen ein, welche gegebenenfalls auf sehr sanfte Weise permeabilisiert 
worden sind, namlich z.B. durch eine Behandlung mit 0,05 bis 0,5%igem 
Triton X-100 wahrend 1 bis 15 min nach dan Fixieren mit ein em 0,5-l%igen 
Glutaraldehyd in FBS-Puffer (10 mM Phosphatpuf fer; 150 irM NaCl, pH 7,4) 
oder mit 0,l%igem Saponin in PHEM-Puffer (1 nW MgS0 4 ; 10 itM EGTA; 60 nW 
PIPES; 25 itM HEPES; pH 6,9) wahrend 1 bis 15 min, nach don Fixieren mit 
0,5 bis l%igem Glutaraldehyd* 

Utiter ahnlichen Bedingungen dringen einige Aggregate der vorliegenden 
Erfindung sogar in die Kerne von Eukaryontenzellen, wie z.B- 
PTK-2-Zellen, ein. 

Vfeiterhin sei txanerkt, da£ ±n Ge 1 f i 1 tra tionsversuchen , mit z.B. 
Ultra Gel ACA 4^ (LKB) , die spezifischen Bindungsrnittel, welche an 
eines oder an mehrere der ultxakleinen kolloidalen Metal lteilchen 
gebunden sind, sich ahnlich verbal ten wie ungeJcuppelte spezifische 
Bindungsrnittel, wahrend sich Aggregate auf der Basis groSerer kolloi- 
daler Metallteilchen wie Substanzen mit einem hohen Molekulargewicht 
verbal ten. 

Als Substanzen, welche gemaB der Erfindung nachgewiesen werden konnen, 
kann irgendeine Substanz angefuhrt werden, fur welche es ein spezifi- 
sches Bindungsrnittel gibt. Solche Substanzen umfassen beispielsweise, 
ohne Beschrankung darauf , Zelloberf lachen- und Gewebeantigene, Rezepto- 
ren, biologische Substanzen, die von lebenden Organismen ausgeschieden 
worden sind oder aus diesen stammen, insbesondere biologische Substan- 
zen, welche oji biologischen Fliissigkeiten, wie z.B. Speichel, Lyirphe, 
Blut und daraus abgeleiteten Fraktionen, wie z.B. Plasma und Serum, 
Urin, Hirn-Ruckenmarksflussigkeit, Fruchtwasser und dgl. mehr, vorkcxR- 
nen. Substanzen, welche nachgewiesen werden konnen, umfassen Proteine, 
Polypeptide, Peptide, wie z.B. Enzyme, Hormone, Stxukturproteine , 
Rezeptoren, Nukleinsauren, Vitamine, Polysaccharide, Toxine, Alkaloide, 
Glykoproteine, Haptene, Metaboliten, pharmakologische Mittel, Pestizide, 
Schadstoffe, steroide und irgendein anderes Molekiil, fur welches in 
biologischen Systesnen ein spezifisches Bindungsgegenstiick vorhanden ist 
oder synthetisiert werden kann. 

Die spezifischen Bindungsrnittel, welche gemaB der Erfindung verwendet 
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werden konnen, konnen von un ter schied 1 ichar Natur sein, doch werden sie 
in vielen Fallen Antikorper gegen spezifische Antigene oder Haptene 
sein. Als Antikorper konnen Iirrriunglobuline, wie z.B. IgM, IgG, IgA, IgD 

und IgE, wbei IgG bevorzugt ist, und deren Fragmente, wie z.B. Fc, Fab 

2 

und F(ab) , angefiihrt werden. Die Antikorper konnen polyklonale oder 
monoklonale sein. Als ein Beispiel fur andere spezifische Bihdungssub- 
stanzen als Antikorper konnen Staphyloooccus-aureus-Frotein A, welches 
sich spezifisch an Immunglobuline aus verschiedenen tierischen Spezies 
bindet, Protein G, Streptavidin und Avidin angefiihrt werden; andere 
bindungsfahige Substanzen konnen Phagen f welche gegebenenf alls chemisch 
oder genetisch zum Binden molekularer oder zellularer Materia lien 
adaptiert warden sind, Lektine, welche spezifisch Glykoproteine binden, 
DNA- oder RNA-Sonden zur Gen-Identif izierung, oder Fragmente derselben, 
scwie Arzneimittel oder Drogen sein, welche eine ausreichende Spezifitat 
und Affinitat fur Rezeptoren aufweisen. Im allgemeinen kann auch 
irgendeine andere molekulare Wechselwirkung von ausreichender Spezifitat 
und Affinitat angewendet werden. 

Representative Protein-Ana lyten umfassen die Klassen "von Protaminen, 
Mukoproteinen , Glykoproteinen, Globulinen, Albuminen f Skleroproteinen , 
Phosphoproteinen, Histonen, Lipoproteinen , Chroroproteineri und Nukleo- 
proteinen. Beispiele fur spezifische Proteine sind Prealbumin, 
a ^ -Lipoprotein, Human-Se:njmalbuinin, a ^Saureglykoprotein, a ^-Anti- 
-Trypsin, o^-Glykoprotein, Trans cortin, Thyroxin-Bindungsglobulin, 
Haptoglobin, . Hamoglobin, Myoglobin, Ceruloplasmin, a 2 -Lipoprotein , 
a 2 -Makroglobulin, B -Lipoprotein , Erythropoietin, Transferin, Hamopexin, 
Fibrinogen, die Iimiunoglobuline, wie z.B. IgG, IgE, IgM, IgA, IgD und 

IgE, wobei IgG bevorzugt ist, und deren Fragmente, wie z.B. Fc, Fab und 

2 

F(ab) , Korpleanent-Faktoren, Prolactin, Blutgerinnungsfaktoren, wie z.B. 
Fibrinogen, Thrcmbin usw. , Insulin, Me lano tropin, Somatotropin, 
Thyrotropin, FolljJcel-stimulierendes Hormon, luteinisierendes Hornon, 
Gonadotropin, Thyreoidea stimulierendes Hornon, P 1 az enta-Lak togen (HPL) , 
Intrinsic Factor, Transcobalamin, Serumenzyme » wie z.B. alJcalische 
Phosphatase, Laktat-Dehydrogenase, Amylase, Lipase, Phospha tas en , 
Cholinesterase, Glut^mat-Oxaloacetat-Transaininase, Glutamat-Pyruvat- 
-Transaminase und Uropepsin, Endorphine, Enkephaline, Protamin, Gewebe- 
-Antigene, bakterielle Antigene, und viral e Antigene, wie z.B. 
Kepatitis-assoziierte Antigene (z.B. HBsAg, HBcAg und HBeAg) . 
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Representative Hapten-Analyten umfassen die allgemeinen Klassen von 
Arzneimitteln oder Drogen, Metaboliten, Horrmnen, Pestiziden, Schadstof- 
fen, Vitaminen und dgl. organischen Verbindungen- Hapten-Hormone 
umfassen Thyroxin und Triiodthy renin . Die Vitamine umfassen die Vitamine 
A, B, z.B. B 12 , C, D, E und K, Folsaure und Thiamin. Die Arzneimittel 
umfassen Antibiotika, wie z.B. Aminoglykoside, z.B. Gentamicin, 
Tobramycin, Amidacin, Sisomicin, Kanamycin und Netilmicin, Penicillin, 
Tetracyclic Terramycin, Chloromycetin und Actinomycetin ; Nukleoside und 
Nukleotide, wie z.B. Adenosindiphosphat (ADP) , Adenosintriphosphat 
(ATP), FlavinmDnonukleotid (FMN) , Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) und 
dessen Phosphatderivat (NADP) , Thymidin, Guanosin und Adenosin; 
Prostaglandin; Steroide, wie z.B. die Sstrogene, z.B. Ostriol und 
estradiol, Steroide; und andere, wie z.B. Phenobarbital, Phenytoin, 
Pirimidon, Ethosuximid, Carbamazepin, Valproat, Theophyllin, Koffein, 
Propranolol, Frocainamid, Chinidin, Amitryptilin, Cortisol, Desipramin, 
Disopyramid, Doxepin, Doxorubicin, Nortryptilin, Methotrexat, Imipranvin, 
Lidocain, N-Acetyl -prcx^dnamid, Amphetamine, Katecholamine und 
Antinistaminixa. Weiterhin Kerzglykoside und Derivate von Benzodiazepin, 
Benzimidazol, Piperidin, Piperazin, Imidazol, Triazol, Pyridazin, 
1,2,4-Triazindion oder 2,3,5,6^trahydro-imidazo[2,l-b]thiazole, oder 
Amide, Hydratropsaurederivate oder Trialxy lamine . 

Benzijnidazol-Haptene umfassen Thiabendazol , Fuberidazol, Ciclobendazol , 
Qxibendazol, Parbendazol, Cambendazol, Mebendazol, Fenbendazol, 
Flubendazol, Albendazol, Qxfendazol, Nocodaizol und Astemizol. 

Piperidin-Haptene umfassen Diphenoxylat, Phenoperidin, Haloperidol, 
Haloperidoldecanoat, Bromperidoldecanoat, Bronperidol , Moperon, 
Trifluperidol, Pipamperon, Piritramid, Fentanyl, Benperidol, Droperidol, 
Benzitramid, Benzetimid, Domperidon, Sufentanil, Caxfentanil, 
Alfentanil, Dexe timid, Milenperon, Difenoxin, Fluspirilen, Penfluridol, 
Pimozid, lorcainid, Loperamid, Astemizol, Ketanserin, Levocabastin, 
Cisapric, Altanserin, Ritanserin, 3- [2- [4- (4-Fluorbenzoyl) -l- 
-piperidinyl ] ethyl ] -2 , 7-dimethy l-4H-pyrido [1,2-a] pyrimidin-4-^n, 
3- [2-[4-(Bis (4-f luorphenyl) methylen] -1-piperidinyl] ethyl ] -2-methyl-4H- 
-pyrido[l,2-a]pyrimid±n-4-on und 3-[2-[4-[[3-( 2-Furany lire thy 1 ) -3H- 
-imidazo ( 4 , 5-b] pyridin-2-yl ] amino] -1-piperidinyl ] ethyl ] -2-nethyl-4H- 
-pyrido [ 1 , 2-a ] pyrimidin-4-on . 
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Piperazin-Haptene umfassen Azaperon, Fluanison, Lidoflazin, Flunarizin, 
Mianserin, Qxatamid, Mioflazin, Clocinizin und Cinnarizin. 

Beispiele fur Imidazol-Haptene sind Metronidazol , Omidazol, 
Ipronidazol, Tinidazol, Isoconazol, Nimorazol, Miconazol, Burimamid, 
Metiamid, Metomidat, Enilconazol Oder Imazalil, Etomidat, Econazol, 
Clotrimazol, Carnidazol, Cimetidin, Doconazol, Sulconazol, Parconazol, 
Orconazol, Butoconazol, Triadiminol , Tioconazol, Valconazol, 
Fluotrimazol, Ketoconazol, Qxiconazol, Lombazol, Bifonazol, Oxmetidin, 
Fenticonazol, Tubulazol und (Z) -l-[2-Chlor-2-(2,4-dichlorphenyl)- 
-ethenyl]-lH-imidazol. Triazol-Haptene umfassen Virazol, Azaconazol, 
Etaoonazol, Fropiconazol , Penconazol, Itraconazol und Terconazol. 
Pyridazin-Haptene umfassen z.B. 3-Chlor-6- [ 3 , 6-d±hydro-4- (3-methy 1- 
phenyl) -1 (2H) -pyridinyl ] -pyridazin, 3-Methoxy-6- [4- (3-methy lphenyl) -1- 
-piperazinyl] pyridazin und- die Verbindungen der EP-A-156 433. 
1,2,4-Triazindione umfassen z.B. 2-Chlor- a-(4-chlorphenyl)-4-(4,5-di- 
hydro-3 , 5-diaxo-l, 2,4-triazin-2 (3H) -yl) benzolacetonitril , 2, 6-Dichlor- 
- a - ( 4-chlorphenyl) -4- (4, 5-dihydro-3 , 5-dioxo-l ,2,4- t riazin-2 (3H) -yl) - 
benzolacetonitril und die Verbindungen der EP-A-170 316. 

Trialkylamine sind z.B. DiisoprOmin, Frozapin. 2 , 3 , 5 , 6-Tetrahydro- 
-imidazo [2, 1-b] thiazole umfassen z.B. Tetramisol Oder Levamisol. 

Amide umfassen z.B. Closantel, Ambucetamid, Isopropamid, Uzepidmetiodid, 
Dextramoramid. Ein Hydra tropsaure-Hapten ist z.B. Suprofen. 

Die Bindungsreaktion wird ±n fast alien Fallen unter milden Bedingungen 
ablaufen gelassen werden. Das Reaktionsgemisch wird im allgemeinen ein 
waBriges Medium sein, wobei irgendwelche erwiinschten, organischen 
Co-Losungsmittel in kleinen Mengen vorliegen. Die lemperatur der 
Reaktion wird unter normalen Umstanden wahrend der gesamten Inkubations- 
periode auf konstanter Hone gehalten. Die Temperaturen werden im 
allgemeinen zwischen 0 und 50°C, noch iiblicher zwischen 20 und 40°C 
liegen. Vorzugsweise lauft die Reaktion bei Zirrmertemperatur ab. Der 
pH-Wert des Reaktionsgesnisches variiert zwischen 5 und 10, noch iiblicher 
zwischen 6 und 9. Die Konzentration der verschiedenen Reagentien hangt 
von der in dem Testmedium erwarteten Analytenmenge ab, wobei eine solche 
Menge gewohnlich zwischen 10 3 und 10 _12 M liegt. wie im Falle der zuvor 



beschriebenen Reaktlonsparameter basiert die Auswahl in erster Linie auf 
einer otpirisch abgeleiteten Optimierung, welche gegen die Bevorzugungen 
und Erfordernisse des Technikers abgeg lichen wird, der die Tests letzten 
Endes auf Routinebasis durchfuhren wird. Keiner der Parameter ist daher 
von kritischer Natiir fur die vorliegende Erfindung; vielmehr liegen alle 
Parameter innerhalb der ublicherweise auf dem Fachgebiet angewendeten 
Bereiche. 

Die Aggregate ..der vorliegenden Erfindung konnen unter praktisch alien 
Umstanden verwendet werden, fur welche gegenwartig iirrnunologische 
Technxken vorgesehen sind, insbesondere solche Techniken, bei denen 
generell kolloidale Metallteilchen, welche an wohldefinierte organische 
Substanzen gekuppelt sind, angewendet werden. Aufgrund des Eindringungs- 
vermogens der vorliegenden Aggregate ist deren Gebrauch jedoch nicht auf 
jene Falle beschrankt, in denen es gegenwartig bekannt ist, da£ ein 
Markieren mit Me tall en nutzlich ist. Im Prinzip kann die vorliegende 
Erfindung auf die qualitative und/oder quantitative Eestiirrnung irgend- 
einer Substanz angewendet werden, fur welche spezifische Bindungsmittel 
vorhanden sind. 

Die Aggregate der vorliegenden Erfindung sind auf jenen Gebieten 
besonders nutzlich, auf welchen spezifische NachweistechndLken angewendet 
werden. Beispielsweise fiir Anwendungen mit Einsatz von Licht- oder 
ElektronenniiJcroskopie, oder von Blotting-TechrdJcen, und zwar gegebenen- 
falls in Kcmbination mit Tfechnxken einer chemischen Verstarkung, wie 
z.B. einer Verstarkung durch Silber, mit elektronischen Verstarkungs- 
techniken, Nachweistechniken auf Basis des Elektronen-Energieverlustes , 
und/oder der RontgenstrahlennriJcroanalyse. 

Geeignete TechniJcen der Verstarkung durch Silber sind z.B. in der 
EP-A-165 634, in der EP-A-239 947 und in Histochemistry, 85, 209-214 
(1986) , beschrieben. Geeignete Technxken der elektronischen Verstarkung 
sind z.B. in der US-PS Nr. 4 752 567 beschrieben. 

Bei Anwendungen unter Einsatz von ULchtmiJcroskopie sind die vorliegenden 
Aggregate besonders nutzlich fur den irrrminologischen Nachweis von 
Antigenen in Kombination nut einer chemischen Verstarkung, insbesondere 
einer Verstarkung durch Silber, und zwar sowohl in Zell- und Gewebe- 
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schnitten als auch in als Gauzes auf dan Trager montierten Proben (mit 
intakten Zellen) . Die so erzielten Bnpf indlichkeitswerte sind aufgrund 
der Tatsache sehr . hoch, daB eine grofie Anzahl von Antigenen fur das 
eindringende Aggregat erreichbar ist, und daB wegen der verringerten 
sterischen Behinderung eine hohere Markierungsdichte erhalten wird. 
Beispielsweise sind die Ergebnisse fiir das Markieren von Tubulin 
vergleichbar mit jenen Oder besser als jene, welche auf der Basis des 
gleichen spezifischen Antikorpers erhalten worden sind, der aber mit 
einem Iirenunf luoreszenzHMarker markiert war. Darxiberhinaus ist das 
erzeugte Signal permanent, es ist keinem raschen Abbau unterworfen, und 
es ist keine spezielle, mikroskopische Ausrustung erforderlich. Die nach 
der Verstarkung durch Silber entstandene Markierung ist teilchenformig 
und kann quantifiziert werden. 

In elektronennukroskopischen Anwendungen sind die vorliegenden Aggregate 
besonders gut geeignet fur Kochauf losungs-Untersuchungen von getrennten 
Makrcnolekulen oder Fragmenten hievon. Die Tatsache, daB die Aggregate 
gemaB der vorliegenden Erfindung befahigt sind, ohne irgendeine 
besondere Vorbehandlung in biologische Standardproben einzudringen, 
macht sie besonders niitzlich fur elektxonenmikroskopische Anwendungen, 
z.B. sol che auf die Untersuchung der Substruktur von lebendem Material, 
wie z.B. Zellen. In Kcmbination mit der chesnischen Verstarkung sind 
diese Aggregate fur Imnxunlokalisierungsversuche geeignet, wie z.B. fiir 
das Irrtnunmarkieren von Zellen cder Gewebeschnitten vor don Einbetten 
derselben; das nach dan Schneiden erfolgende Markieren von in Kunststoff 
eingebettetem Material oder von Kryoschnitten; und das Markieren von 
ganzen, auf einem Trager montierten Zellen. Das Markieren vor don 
Einbetten und nach einer milden Permeabilisierung ergibt ein wirksames 
Markieren mit hoher Elrpf indlichkeit (Eindringen und Wirksamkeit) , 
kcmbiniert mit einer optimierten Kcnservierung der Ultrastrukturen. Die 
so nach einer Verstarkung durch Silber entstandene Markierung ist 
teilchenformig und kann quantifiziert werden. 

Bei Blotting-Anwendungen sind die vorliegenden Aggregate speziell fur 
die Identifizierung von Froteinen in elektrophoretisch auf getrennten 
Proteinmustern geeignet. Im Vergleich zu bereits existierenden 
Aggregaten ist der Nachweis enpf indlicher, und das entstandene Anfarbe- 
muster ist deutlicher aufgezeichnet. 
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Aufgrund ihres allgemeinen Charakters konnen die erfindungsgemaBen 
Aggregate, gewunschtenf a lis in Rsmbination mit einer Vers tarkungs tech- 
nik, weitexe Anwendung in einer Vielfalt von diagnostischen Tests 
finden, wie z.B. in den folgenden: bei dem Nachweis und der Kennzeich- 
nung von Subpopulationen von T-Lynphozyten ; in Schwangerschaftstests auf 
der Basis des Vorliegens gewisser Hormone (Choriongonadotropin, HOG) im 
Urin; bei diagnostischen Tests auf verschiedene Infektionskrankheiten, 
u.a. sol che, die durch Pilze (Myzeten) verursacht worden sind, oder 
solche bakteriellen und insbesondere viralen Ursprungs, wie z.B. 
Hepatitis B, Autx^iinmurikrankheiten, z.B, Lupus erythernatodes, und 
Immindefektkrankheiten (z.B. AIDS ) , Gonorrhoe , Rubel la (Rote In) , 
Polycnryelitis und dgl. mehr; in der Diagnostik von Stof fwechselkrank- 
heiten, Endokrinopathien und verschiedenen endogenen Krankheiten, 
einschlieBlich der Diagnostik fur den Nachweis angeborener 
Fehlfunktionen von Hnbryonen auf der Basis des Vorliegens spezifischer 
Proteine im Fruchtwasser . 



Die Erfindung umfaBt weiterhin Sysyteme von Reagentien, welche alle 
wesentlichen chonischen Elemente umfassen, die zur Durchfuhrung eines 
gewiinschten Testverfahrens im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
erforderlich sind. Das System von Reagentien kann als Zusanronsetzung 
oder Gemisch in einer korrmerziell verpackten Form dargeboten werden, wo 
die Vertraglichkeit der Reagentien dies zulaBt, oder es kann in der 
Konfiguration einer Testvorrichtung, oder als ein Testkit, namlich als 
verpackte Konbination von einen oder mehreren Behaltern, welche die 
entsprechenden Reagentien en thai ten, dargeboten werden. Das System von 
Reagentien kann die Reagentien en thai ten, welche fur das gewunschte 
System einer Bindungsreaktion die richtigen sind. Solche Reagentien fur 
die Bindungsreaktion konnen, zusatzlich zu dan markierten Reagens, ein 
Bindungsgegenstuck zu don Analyten usw. en thai ten. Selbstverstandlich 
kann das Systm von Reagentien auch irgendwelche anderen Reagentien 
umfassen, welche auf dem Fachgebiet bekannt sind, und welche von einem 
konmerziellen standpunkt und von Standpunkt des Benutzers aus erwunscht 
sein konnen, wie z.B. Puffer, Verdunnungsmittel, Standards usw. 



Beispiel 1 

Hers tel lung einer Dispersion von kolloidalem Gold mit einern Gehalt an 
ultxakleinen Goldteilchen 

In einem 1-Liter-Becher wurden 2C0 ml destilliertes Wasser rasch bei 300 
U/min und bei einer Temperatur von 4°C geriahrt. 1,2 ml einer Ethanollo- 
sung, die bei 4°C mit weifiem Phosphor gesattigt worden war, wurden 
wahrend 15 s unter der Wasseroberf 1 ache zugegeben, und unmittelbar 
danach wurden 200 ml einer 0,005 bis 0 / 01%igen waBrigen Tetrachlor- 
gold (III) -saure zugegeben. Die Beendigung der Reduktion wurde durch das 
Erscheinen einer braunen Farbe angezeigt. Der OberschuB des Reduktions- 
mittels wurde anschlieBend durch kraf tiges Ruhren des Sols unter 
reduzierton Druck mit einer Wasserstrahlpumpe wahrend 5 min entfernt, 
wonach das Sol bei 4°C mit Natriumhydroxid auf einen pH-Wert von 11,5 
eingestellt wurde. 

Beispiel 2 

Herstellung von mit kolloidalan Gold markierten Anti-Kaninchen- 
Inrnunglobuliji- (Ig) -Antikorpern 

Durch Affinitatschrcniatographie gereinigte Ziegen-Anti-Kaninchen-Ig- 
-Antikorper wurden wahrend 24 h bei 4°C gegen 5 nW NaH00 3 vcm pH 9,8 
dialysiert. Die Aciditat des Goldsols wurde mit einer 0,2M K 2 CC> 3 -Losung 
auf einen pH-Wert von 9,0 gebracht. 100 ml dieses Goldsols wurden in 
einem Becher bei Zimnertorperatur geriihrt. 5 mg der dialysierten 
Antikorper wurden zur Erzielung einer Endkonzentration von 50 yg/ml 
zugegeben. 1 min spater wurde 1 g Rinderserumalbumin (BSA) zugesetzt, 
welches in 10 ml von 1 mM Natriumhydroxid zuvor aufgelost worden war. 
Das so erhaltene Aggregat wurde durch Vakuumdialyse gegen TBS-Puffer (20 
irM Tris; 150 mM Natriumchlorid, 20 mM NaN 0 ; pH 8,2) dialysiert. 

Beispiel 3 

Eindringversuch (intakte Zellen) 

PTK-2-Zellen wurden auf Deckglaschen gezuchtet. Isolierte Deckglaschen 
wurden mit PBS-Puffer (10 nM Phosphatpuf fer; 150 nW Natriumchlorid? pH 
7,4) gewaschen, und nach irgendeiner der folgenden Verfahrensweisen 
fixiert und/oder permeabilisiert: 

Verfahren A: 

Die Zellen wurden mit 0,5%igesn Glutaraldehyd in PBS-Puffer und 0,2%igen 
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Triton X-100 wahrend 10 ruin perroeabilisiert. Die Zellen wurden wahrend 
15 min mit 0,5%igem Triton X-100 inPBS-Puf f er weiter penreabi 1 is iert . 

Verfahren B: 

Die Zellen wurden wahrend 10 min mit 0,5%igem Glutaraldehyd in PBS 
fixiert und wahrend 15 rain mit 0,5%igan Triton X-100 in PBS-Puffer 
permeabi lis iert . 

Verfahren C: 

Die Zellen wurden mit PHEM-Puffer (1 nM MgS0 4 .7H 2 O; 10 ntt ECTA; 60 n*l 
PIPES; 25 irM HEPES; pH 6,9) gewaschen und dann wahrend 10 min mit einer 
0 / 5%igen Glutaraldehydlosung in PHEM-Puffer fixiert. Nach eixiem Waschen 
mit einan PHEM-Puffer wurden die Zellen wahrend 15 min mit einer 
0,l%igen Saponin losung in PHEM-Puffer permeabilisiert und dann nochmals 
mit PHEM-Puffer gewaschen. 

Verfahren D: 

Die Zellen wurden mit 0,5%igem Glutaraldehyd in PBS-Puffer fixiert. 

Nach don Fixieren und Pezmeabilisieren wurden die Proben wahrend 15 min 
mit 0,1M NaBH 4 in Puffer (PBS oder PHEM) behandelt. Das Ganze wurde 
nacheinander mit PBS- oder PHEM-Puffer (3x5 min) und mit einem 
TBG-Puffer (20 mM Tris; 150 mM Natriumchlorid; 20 irtM NaN^ ; 0,1 % 
(Gw./Vol.) BSA; 0,1 % (Gew./Vol.) CWF-Gelatine (Sigma G 7765) und 
Saponin, 0,1 %, wenn das Verfahren C angewendet wird; pH 8,2) gewaschen. 
Das Gemisch wurde wahrend 20 min mit 5%igon normalem Ziegenserum in 
TBG-Puffer (+ Saponin) vorinkubiert, und es wurde uber Nacht mit. 
Kanijichen-Anti^Tubulin, 1 mg/ml in TBG (4- Saponin) , welches mit 1 % von 
normalem Ziegen-Serum erganzt war, inkubiert. Nach dLreimaligem Waschen, 
wahrend jeweils 15 min, mit TBG-Puffer (+ Saponin) wurden die Zellen 
wahrend 4 h mit Aggregaten aus sekundaren Ziegen-Anti-Kaninchen-(IgG)- 
-Antikorpern/kolloidalem Gold (wobei die Antikorperkonzentration 
± 1 *n TBG-Puffer, 1 % (Gew./Vol.) von normalem Ziegen-Serum 

betragt) inkubiert. Das Ganze wurde dreimal wahrend 10 min mit 
TBG-Puffer (+ Saponin) und dann dreimal, wahrend 10 min, mit PBS-Puffer 
gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit 2}&&m (Gew./Vol.) 
Glutaraldehyd in PBS-Puffer wahrend 10 min nachfixiert. Das Ganze wurde 
nacheinander mit PBS-Puffer (3x10 min) und dann mit destillierten 



Wasser (3x1 min) gewaschen. Der Kontrast des Reaktionskcmplexes wurde 
durch Verstarkung mit Silber mat "Intense (Janssen life Science 

Products) wahrend 15 min erhoht. Die Deckglaschen wurden dehydratisiert 
und in Pertex^ (Histo-Lab) eingebettet. 

Ergebnisse: 

Die Aggregate aus Ziegen-Anti-Kaninchen- (IgG) -Antikorpern und ultra- 
kleinem, kolloidalem Gold (+ 1 nm) drangen in die nach den 
Verfahrensweisen A, B, C und D praparierten Zellproben ein, wahrend 
Aggregate aus Ziegen-Anti-Kaninchen- (IgG) —Antikorpern und kolloidalem 
Gold (+ 5 nm) nur in die nach der Verfahrensweise A praparierten Proben 
eindrangen . 

Beispiel 4 

Eindringen von ultrakleinen Goldsonden in Semithin-Kryoschnitte 
Die Markierungsstarke wird mit der Dicke des Schnittes verglichen. 

Chemikalien und Reagentien 

Polyklonale Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper wurden vie oben 
beschrieben an ultrakleine Goldteilchen konjugiert. Normales 
Ziegenserum, GAR-G5nm und Inten SEII, wurden von der Firma Janssen 
Biotech, Olen/Belgien, bezogen. 

PIPES, HEPES, Rinderserumalbumin und Kaltwasserfischgelatine wurden von 
der Firma Sigma, St. Louis, MD, bezogen. 

Glutaraldehyd wurde von BDH, Poole/Vereinigtes Konigreich, bezogen. 

Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt/BRD, 
bezogen, und sie wiesen Analysenreinheit auf . Alle Kulturf lussigkeiten 
wurden von der Firma Gibco Paisley/Vereinigtes Konigreich, bezogen. 

Zellkulturen 

Eierstockzellen aus dem Chinesischen Hamster (CKO-Zellen) wurden in 
"Eagle's Minimal Essential Medium" kultiviert, welches mit 10% 
Rinderfetal serum erganzt wear. 



Praparation der Proben 

Nachdem sie aus der No-odazol-Behandlung freigesetzt warden waren (siehe 
DeBrabander et al. , "Microtubules and Micro tuble Inhibitors", 1980, S. 
225-268; "Cell Motility", 1981, S. 469-483), wurden mitotische 
CHVZellen in der Metaphase und Telophase wahrend 10 min in 0,5%igan 
Glutaraldehyd in 60 nM PIPES, 25 itM HEPES; 10 nW ECTA, 1 irW 
Magnesiumsulfat (PHEM-Puf f er) , pH 6,9, fixiert. 

Die Zellen warden bei 37°C in 10%iger, verfliissigter Gelatinierungsmasse 
eingebettet. Als nachstes warden die Zellen durch Zentrifugieren bei 
325xg / oder 3 min (Eppendorf Zentrifuge) pelletiert. 

Nach dan Festwerden bei 4 8 C wurde die Gelbildungsmasse mit 0,5%igem 
Glutaraldehyd in FHEM-Puffer wahrend 10 min fixiert. Zum Zwecke des 
Schutzes vor tiefen Temperaturen warden die Zellpellets mit 
0,6-1,5-2,3 M Saccharose in PBS infundiert. 

Nach dieser SchutzmaBnahme vor tiefen Temperaturen warden Zellblocks mit 
einem Volumen von 1 bis 3 ntn^ ausgeschnitten. 

Kryo-Schneiden 

Reihen von Semithin-Kryo-Schnitten (einer Dicke von 0,2 und 0,4 ym) 
wurden auf einem Reichert FC 4 D-Kryoultramikrotcin geschnitten. Die 
Schnitte wurden auf Deckglaschen befestigt und iiber Nacht in PBS von 4 °C 
gelagert. 

Ininunologisches Markieren 

Die Schnitte wurden wahrend 15 min mit Natriumborhydrid (1 mg/ml) in 
PBS behandelt, urn die rest lichen Aldehydgruppen zu reduzieren. Als 
nachstes wurden die Schnitte wahrend 3 mal 5 min in PBS und wahrend 2 
mal 5 min in PBS, das mit 0,8% BSA, 0,1 % Kaltavasserfischgelatine, 2 rrM 
Azid, pH 7,4 (PBG-Puffer) erganzt war, gespiilt. Uhspezifisches Anfarben 
wurde durch Inkubieren der Schnitte in 5%igan normals Ziegenserum in 
PBG-Puffer wahrend 20 min blockiert. 

Als nachstes wurden die Schnitte mit einem polyklonalen Kaninchen-Anti- 
korper gegen Tubulin (der auf eine Konzentration von 1 yg/ml in 
PBG-Puffer, der mit 1 % normalem Ziegenserum erganzt war, verdunnt war) 



> 
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wahrend 60 min inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit einem polyklonalen 
Ziegen^Anti-KajrLnc^en-Antxkorper, der entweder an 5 nm-Goldteilchen 
konjugiert war, oder der an die ultrakleinen Goldteilchen konjugiert 
war. Der UberschuB der Goldsonde wurde wahrend 3 mal 15 min mit 
PBG-Puffer weggewaschen . 

Nach dem Spiilen der Schnitte in PBS warden dieselben wahrend 20 min in 
2%igem Glutaraldehyd in PBS fixiert. Fur die Sichtbarmachung des 
Goldsignals im Li ch tmikro skop wurde eine Verstarkung durch Silber ange- 
wendet. Die Spezifitats- und Verfahrenskontrollen fur das immunzytoche- 
mische Anfarben waxen wie folgt: Weglassen des Anti-^mbulin-Antikorpers 
und/oder des an das Gold konjugierten Z iegen-Anti-Kaninchen-IgG-Antikor- 
pers. Die Schnitte warden in destilliertem Wasser gespult und in einer 
Reihe abgestufter Ethanollosungen dehydratisiert. 

Nach dem Montieren konnten die Praparate bewertet werden. 

Ergebnisse 

Sowohl die mit dean 5 nm-Gold-Konjugat inkubierten Schnitte als auch die 
mit don Konjugat mit den ultrakleinen Goldteilchen inkubierten Schnitte 
zeigten ein Anfarben der Mikrotubuli und der Masse des nicht-polymeri- 
sierten Tubulins im Zytoplasma der CHO-Zellen. 

Das Hintergrundanfarben war in beiden Fallen vernachlassigbar. Wurde 
jedoch die Sonde mit den ultrakleinen Goldteilchen verwendet, dann war 
das spezifische Signal in einem 0, 4-um-Schnitt viel starker als in einem 
Reihenschnitt von 0,2 urn. Diese Beobachtung stand im Gegensatz zu jener, 
bei welcher das Konjugat mit den 5 nm-Goldteilchen verwendet worden war. 
Dort war namlich die Signalintensitat die gleiche geblieben. 

Beispiel 5 

Eindringen von ultrakleinen Goldsonden in Semi thin-Kryoschnitte . 
Schneiden von inmunologisch mit Gold markierten Semithin-Kryoschnitten 
in der Querrichtung 

Sonithin-Kryoschnitte (einer Dicke von 0,4 urn) von in Gelatine einge- 
betteten CHO-Zellen wurden am Boden von Kunststoff-Petri-Schalen 
befestigt. Sie wurden wie im Beispiel 4 beschrieben mit einer 5 nm-Gold- 
Sonde oder mit der Sonde mit ultrakleinen Goldteilchen markiert. Die mit 
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den 5 nm-Goldteilchen markierten Kryoschnitte warden fur die 
elektronenrrdkroskopische Bewertung ohne Verstarkung durch Silber welter 
verarbeitet. Die Zeitspannen fur die Verstarkung durch Silber bei den 
mit der Sonde aus den ultrakleinen Gpldteilchen markierten Schnitten 
dauerten bis zu 4 min. 

Elnbetten in Kunststoff und Zerschneiden 

Nachdan die Satuthin-Kryoschnitte immunologisch angefarbt worden waren, 
wurden sie in Reihen abgestufter Ethanollosungen dehydratisiert und in 
Epon in den Petro-Schalen eingebettet. Nach dan Polymerisieren bei 50 °C 
wahrend 24 h wurden die Petri-Schalen entfernt, und die Schnitte wurden 
erneut fur das Schneiden in der Querrichtung in flachen Fonren in Epon 
eingebettet. 



Auf einan Apparat des Typus "Reichert Ultracut E" wurden ultradunne 
Plastik-Schnitte geschnitten und mit einan mit KOhlenstoff uberzogenen 
Parlodion-Film auf Cittern auf genomen . Vor der Untersuchung in einan 
Elektxonenmikroskop von Typus "Philips EM 410" wurden sie mit 
Uranylacetat und Bleicitrat angefarbt. 

Ergehnisse 

Vfenn sie richtig behandelt worden waren, zeigten die emeut 
eingebetteten Sanithin-Kryoschnitte eine gut erhaltene Morphologie, 
obgleich Risse und Sprunge zu sehen waren. 

Die Kunststoff-Querschnitte durch die markierten und erneut eingebette- 
ten Semithin-Kryoschnitte ermSglichten die Bestimnung der Gold- oder 
Gold-Silber^Teilchen auf den Schnitten oder innerhalb der Schnitte. Nach 
dan Verstarken durch Silber konnten die ultrakleinen Goldteilchen 
deutlich sichtbar ganacht werden. Eine Zeitspanne des Verstarkens durch 
Silber von 2 min ergab Gold-Silber-Teilchen einer annahemden GroSe von 
5 run. Das Schneiden in der Querrichtung zeigte, daB das ijmainologische 
Markieren mit den 5 nm-Gold-Sonden auf die Oberf lache der Semithin-Kryo- 
schnitte beschrankt war, wenn keine sichtbare Beschadigung vor lag. Waxen 
in dan Schnitt jedoch Risse oder Sprunge vorhanden, dann waren die 
5 nm-Teilchen innerhalb des Schnittes nur an diesen Stellen sichtbar. 
Semithin-Kryoschnitte mit einer stark aufgebrochenen Ultrastruktur 
zeigten ein Eindringen der 5 nm-Gold-Sonde liberal lhin. 
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Gut konservierte Kryoschnitte zeigten e±n Markiexen mit der Sonde aus 
ultrakleinen Goldteilchen nicht nur auf der Oberf lache des Schnittes, 
sondern auch durchgehend In deren gesanrtem Inneren. Selbst Zellen mit 
einer intakten AuBenzellmembran zeigten eine intensive Maxkierung. 
Beschadigte S emi thin-Kryo schni tte waren ebenfalls durchgehend markiert. 
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EP 0 317 001 



Paten tansprtiche : 

1. Aggregat zum Bestinmen bindungsfahiger Substanzen, welches ein 
kolloidales Metallteilchen und ein spezifisches Bindungsmittel fur die 
genannte bindungsf ahige Substanz umfaBt, dadurch gekennzeichnet, daB der 
mittlere Durchmesser des kolloidalen Teilchens in einen Bereich von 0,8 
bis 2 nm fallt. 

2. Aggregat zum Be s tinmen bindungsfahiger Substanz en, welches ein 
kolloidales Metal Iteilchen und ein spezifisches Bindungsmittel fur die 
genannte bindungsf ahige Substanz umfaBt, dadurch gekennzeichnet, daB die 
GroBe des Metal 1 teilchens so ausgewahlt ist, daB das Aggregat dadurch 
befahigt wird, in biologische Standardproben einzudringen, die entweder 
keiner besonderen Vorbehandlung unterworfen worden sind oder welche 
durch eine nicht-umfassende Behandlung mit Detergentien derart 
permeabilisiert worden sind, daB dadurch der biologische strukturelle 
Zusamnenhalt nicht stark zerstort worden ist. 

3. Aggregat nach Anspruch 2, wobei die biologischen Standardproben 
entweder durch eine Behandlung mit 0,05- bis 0,5%igem Triton® X-l 00 
wahrend 1 bis 15 min nach einem Fixieren mit 0,5- bis l%igon 
Glutaraldehyd in PBS-Puffer (10 mM Pbosphatpuffer; 150 mM NaCl, ffi 7,4) 
Oder durch eine Behandlung mit 0,l%igent Saponin in PHEM-Puffer (1 ntt 
MgS0 4 ; 10 mM B3EA; 60 mM PIPES; 25 irM HEPES; pH 6,9) wahrend 1 bis 15 
min nach einesn Fixieren mit 0,5- bis l%igem Glutaraldehyd permeabili- 
siert worden sind. 

4. Aggregat nach Anspruch 2 oder 3, wbei die biologischen Standard- 
proben keiner speziellen Vorbehandlung unterworfen worden sind. 



5. Aggregat nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die kolloidalen 
Metal lteilchen kolloidale Gold-, Silber-, Platin-, Palladium-, 
Thallium-, Kupfer- oder Nicke lteilchen und deren radioaktive Isotope 
sind. 

6* Aggregat nach einem der Anspruche 1 bis 4, *obei das mittlere 
Verhaltnis zwischen dem kolloidalen Metal lteilchen und dan 
Bindungauittel wenigstens 1 betragt. 

7. Aggregat nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das spezifische 
Bindungsmittel ein Antikorper, Avidin, Streptavidin, Protein A oder 
Protein G ist. 

8. Aggregat nach Anspruch 7, wobei das spezifische Bindungsmittel ein 
Irmiunglobulin oder ein Fragment desselben ist. 

9. Verfahxen zum qualitativen oder quantitativen Bestimnen bindungs- 
fahiger Substanzen, gekennzeichnet durch die Verwendung eines in einan 
der Anspruche 1 bis 8 beanspruchten Aggregates* 

10. Verfahxen nach Anspruch 9, wobei die bindungsfahigen Substanzen ein 
Tteil der Substruktuxen in lebendem Material sind. 

11. Verfahran zur Hers tel lung der in einem der Anspruche 1 bis 8 
beanspruchten Aggregate, dadurch gekennzeichnet, da£ die kolloidalen 
Metallteilchen an spezifische Bindungsmittel gebunden werden. 

12. Aggregat zum Bestiirmen bindungsfahiger Substanzen, nach einem der 
Anspruche 1 bis 8, welches Aggregat ein kolloidales Metallteilchen und 
ein spezifisches Bindungsmittel ftir die genannte bindungsfahige Substanz 
umfaBt, und wobei das kolloidale Metallteilchen durch eine hcnogene 
Reduktion eines entsprechenden Salzes, einer entsprechenden Saure oder 
eines entsprechenden Kcnplexes des erf order lichen Metal les mit einem 
starken Reduktionsmittel bei einer in einen Bereich von 0 bis 10°C 
fallenden Tenperatur erhaltlich ist. 



13 . Aggregat nach Anspruch 12, wobei die hcnogene Reduktion die 
folgenden Stufen umfaBt: 



i) Hers tell en einer wafirigen Losung eines entsprechenden Salzes, einer 
entspreehenden Saure oder eines entsprechenden Kcuplexes des 
erf order lichen Metal les; 

ii) Herstellen einer wafirigen Phosphorsuspension durch Vermischen von 
Wasser mit einer entsprechenden Menge einer gesattigten Losung von 
Phosphor in einem niederen Alkancl oder einem Ether; 

iii) rasches Zugeben einer der Losungen zu der anderen unter kraftigem 
Riihren zur Bildung eines kolloidalen Sols; und, gewiinschtenf al Is , 

iv) Entfeznen der uberschiissigen Menge von Phosphor und/oder dan 
niederen Alkanol oder Ether von dam Sol bei einer Temperatur im 
Bereich von 0 bis 10°C. 

14. Aggregat nach Anspruch 13, wobei in Stufe i) das Salz, die Saure 
oder der Kcroplex Tetrachlorgold (III) -saure ist; in Stufe ii) das niedere 
Alkanol Ethanol ist; die Stufe iii) bei einer Tgnperatur von 0 bis 4°C 
durchgefuhrt wird; in Stufe iv) das Entfernen von Phosphor und/oder 
Ethanol unter reduziertem Druck nach Zugabe einer fur die Unwandlung des 
restlichen Phosphors zu Phosphin ausreichenden Menge einer Base 
vorgencnmen wird. 

15. Testkit zum quantitativen oder qualitativen Bestiirmen bindungsfahi- 
ger Substanzen, dadurch gekennzeichnet, daB er ein in einem der 
Anspruche 1 bis 8 beanspruchtes Aggregat en thai t. 
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